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天然に著しい構造の多様性を示して存在するイソプレノイド化合物の基本骨
格はC5のイソプレン単位の重合体であるが､このイソプレン鎖延長反応は｢フ
レニルトランスフェラーゼ｣と総称される酵素によって触媒される｡プレニル
トランスフェラーゼによるC-C結合形成反応は非常にユニークなものであり､
有機化学的にも例を見ない｡その反応は立体化学的に厳密であり､且つ個々の
酵素は一定のイソプレン鎖長で正確に鎖延長反応を停止する｡
われわれは主として細菌より1 0種以上のプレニルトランスフェラーゼを見
出し､多数の人工基質ホモログによる基質特異性の研究を行って､基質の構造
と酵素活性との相関や酵素反応の立体化学など､基質側からの酵素反応機構の
解明研究を展開して来た｡また､各々のプレニルトランスフェラーゼの酵素タ
ンパク質としての性質と機能解析を追究した結果､プレニルトランスフェラー
ゼは4種類に分類されることを見出した｡さらに､これらの生化学的知見を土
台とした上で､分子生物学的手法を取り入れて､酵素分子の構造と触媒活性発
現機構を追究する研究を1 9 9 3年より開始し､まず中等度好熱性細菌､BacilllLS
steaTOtheT7nOPhillLSのフアルネシル二リン酸合成酵素遺伝子をクローン化し､塩基
配列の決定､大腸菌内での大量産生系の構築､酵素の大量精製法の確立を行っ
て結晶化に成功している｡また､部位特異的変異導入実験を行い､酵素の活性
部位や基質結合部位などの同定研究なども展開してきた｡さらに､同細菌中の
耐熱性へブタプレニル二リン酸合成酵素などの遺伝子クローニングにも成功し､
塩基配列の決定から発現系の構築などを完了している｡
本研究は上述したわれわれのプレニルトランスフェラーゼに関する研究成果
を土台として､さらに研究を進展させ､プレニルトランスフェラーゼの構造と
触媒機能発現機構を解明することを目的として開始されたものである｡
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研究成果
本補助金が交付された期間内に得られた研究成果の概要を以下に箇条書きに
して解説する｡また､この研究に関連して発表した論文､総説､および著書の
別刷りコピーを添付する｡
(A) E型中鎖プレニル二リン酸合成酵素の遺伝子クローニング
【発表論文: 1,2,9]
好熱性細菌B. steqolhe'mophilusのフアルネシル二リン酸(FPP)合成酵素(PPS)
の遺伝子クローニングに続き､主として各種細菌由来の他のプレニルトランス
フェラーゼの遺伝子クローニングを進めて来た結果､枯草菌(Bacillussubtilis)のへ
ブタプレニル二リン酸(HepPP)合成酵素(HepPS)､ B. skarothe'7nOPhilwのHepPS､
およびMicnococcus luteus B-P 26のヘキサプレニル二リン酸(HexPP)合成酵素
(HexPS)の遺伝子をクローン化することができた｡これらのE型中鎖プレニル二
リン酸合成酵素はわれわれが｢プレニルトランスフェラーゼⅡ型)と分類して
いる様に､いずれも2つのヘテロサブユニットより成る､特異なプレニルトラ
ンスフェラーゼであるが､ 2つのサブユニットをコードする遺伝子は､細菌の
電子伝達系に重要なメナキノンの生合成における最終段階である､デメチルメ
ナキノンの3位のメチル化反応を触媒する酵素､ 2-プレニルー1,4-ナフトキノ
ンメチルトランスフェラーゼの遺伝子を介在させて3つの遺伝子が直列に並ん
だ形でクラスターを形成していることを明らかにした｡
各E型中鎖プレニル二リン酸合成酵素の2つのサブユニットを単独で大腸菌
細胞内で大量発現させる系を構築し､各々のサブユニットを単独で精製するこ
とを可能にした｡
(B)解離性へテロ二皇体構造をとるHepPSおよびHexPSの触媒機能発
現機構　【12, 131
枯草菌のHepPSの2つのサブユニット(成分IとⅡ)を別々に精製し､ 2つ
iL
のサブユニットが会合して､プレニルトランスフェラーゼとしての触媒機能を
発現する動的な機構解明をsuperdex 200によるゲルろ過と免疫ブロッテイング
法を用いて行った｡
成分ⅠとⅡはアリル性基質FPPとMg2'イオンが存在するとはじめて触媒活性
を示す複合体トⅡ-FPPを形成し､これにホモアリル性基質､ IPP (イソペンテ
ニル二リン酸)が加わることによってプレニルトランスフェラーゼ反応が進行
し､疎水性の高い反応生成物､HepPPが合成されるとⅠとⅡは再び解離し､HepPP
を活性部位より系外に放出させ､それによって酵素反応のターンオーバーを維
持していることを明らかにした｡
枯草菌のHepPSの2つの成分ⅠおよびⅡ ､ B･ SおwothermophilusのHepPSの2
つの成分Ⅰ ′およびⅡ" ､さらにM. luおus B-P 26のHexPSの成分AおよびB
の各成分をいろいろに組み合わせることにより､ハイブリッド型のプレニルト
ランスフェラーゼとしての酵素活性の発現の可能性を追究した結果､枯草菌の
成分IとB. skwoLhe'7nOPhilusの成分Ⅱ ′の組み合わせだけがプレニルトランス
フェラーゼ活性を発現し､反応生成物としてHepPPを効率よく合成することが
明らかとなった｡しかし､ HexPSの成分とHepPSの成分との互換性は全く無く､
酵素の種類による特異性は厳密であることが示された｡
(C)フォトアフイニティーラベル法によるプレニルトランスフェラーゼ
の基質結合部位の探索　【8, 131
アリル性基質のアルキル鎖にベンゾフェノンを導入した光感受性基質ホモロ
グを合成し､各種プレニルトランスフェラーゼのフォトアフイニティーラベル
剤としての可能性を追究した結果､ PPS, HepPSさらにはZ型プレニル鎖延長酵
素のウンデカプレニル二リン酸(Upp)合成酵素(Ups)のいずれにも基質となって
IPPを数分子結合させた反応生成物を与えることが判明した｡
枯草菌のHepPSに対するⅣPのベンゾフエノン誘導体の光アフイニティー
ラベル実験を行ったところ､成分Ⅰのみが優先的にラベルされることが明らか
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になった｡このことより､ HepPSの成分Ⅰはアリル性基質のアルキル部分との
疎水的親和性により結合し､成分Ⅱとアリル性基質の二リン酸部分とが結合す
ることで､触媒機能を有する複合体Ⅰ -Ⅱ-FPPが形成されることが分かった｡
[山形大･理槙雄二教授､米国ユタ大･薬G. D.Prestwich教授との共同研究】
(D)天然ゴム生合成に関する研究　【4,5,6,7]
天然ゴムの樹(Hevea brasilibnsis)やチチタケ類のキノコ(LMtm･us)の産生する天
然ゴムの構造や分子量分布などを詳細に調べ､さらにゴムの樹の樹液やキノコ
の子実体中に見出される天然ゴム生合成に関与している酵素の活性を精査した｡
【農工大･工　田中康之　教授､タイ国プリンス　オブ　ソンクラ大　R.
Wititsuwannakul助教授およびタイ国マヒドン大D.Widtsuwannakul助教授との共
同研究】
(E)各種人工基質ホモログによるプレニルトランスフェラーゼの基質特
異性の研究　【3, 10, 141
B･ Sお肌,肋eTmOPhilusのFPSやsulfok)bus LWhiocahim'usのゲラニルゲラニル二リ
ン酸合成酵素について､アルキル部分の構造をいろいろに変化させた人口基質
ホモログに対する基質特異性の研究を展開した｡ 【弘前大･理工長岐正彦助教
授､山形大･理槙雄二教授､東北大･工西野徳三教授との共同研究】
(F)ウンデカプレニル二リン酸合成酵素遺伝子のクローニング【11,6】
Z型プレニル鎖延長酵素としては世界初の例として､M. luteusB-P26のウンデ
カプレニル二リン酸合成酵素(Ups)遺伝子のクローニングに成功し､大腸菌内で
の大量産生系の構築､大量精製法の確立を行った｡
このZ型プレニル鎖延長酵素の一次構造は既にクローン化されている各種の
E型プレニル鎖延長酵素に特徴的な保存領域の配列が全く見出されないので､デ
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一夕ベース検索を進めた結果､大腸菌をはじめ､各種の細菌および酵母のZ型
プレニル鎖延長反応を触媒するプレニルトランスフェラーゼをコードする遺伝
子と思われる未同定の読み枠が次々と見出された｡各々の遺伝子の読み枠を
PCRで増幅し､それぞれの遺伝子産物の酵素活性を解析した結果､大腸菌のそ
れはUPSであることが明らかとなり､酵母に見出された2種類の読み枠の少な
くとも一方はデヒドロドリキル二リン酸合成酵素(deblPS)であることを明らか
にした｡
今後はこの2種類のZ型プレニル鎖延長酵素の機能の違いを明確にすると共
に､真核生物のN結合型糖タン′てク質生合成に必須なドリコールの生合成に関
与するdeDoIPSの生理的意義の解明や､ Z型プレニル鎖延長酵素の究極の酵素と
も言うべき､天然ゴム合成酵素の遺伝子のクローン化などに向けての研究を展
開させて行きたいと考えている｡
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